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RESUMEN

Las plantas del género Ipomoea son ampliamente utilizadas para tratar distintos
padecimientos, entre ellos los envenenamientos. Por ejemplo, Ipomoea pes-caprae
(L.) R. Br. se usa en la medicina tradicional para tratar picaduras por cnidarios, e
Ipomoea murucoides Roem. & Schult. para picaduras de alacranes. México es uno de
los paises con més incidencias de envenenamientos por picadura y mordedura de
animales venenosos, pues, se encuentra entre los primeros con mayores cifras de
intoxicacion por picadura de alacradn, y el principal responsable es el alacran
Centruroides limpidus (Karsch, 1879), para el cual existe un antiveneno que suele ser
costoso y escaso. Ipomoea murucoides es un arbol endémico de México ampliamente
distribuido en el estado de Querétaro. Hasta el momento, no se han hecho estudios
para comprobar su efectividad para el tratamiento de intoxicacién por picaduras de
alacran. Considerando la falta de antidotos para tratar las picaduras y mordeduras de
animales venenosos, en este proyecto se propuso evaluar el efecto de los extractos
con solventes de diferentes polaridades de las hojas y flores de I. murucoides, contra
los efectos téxicos del veneno del alacran C. limpidus. Los extractos se obtuvieron
mediante maceraciones consecutivas con diclorometano, etanol y agua. Se evaluaron
algunos efectos del veneno de C. limpidus mediante ensayos enzimaticos de
hialuronidasa y fosfolipasa Az, asi como inflamacion por el ensayo de edema plantar
en ratas y sobre las contracciones espontaneas de ileon aislado de rata. Los
resultados de esta investigacion mostraron que los extractos acuosos de las hojas y
flores de |. murucoides redujeron de manera significativa la inflamacion plantar
inducida por el veneno de C. limpidus, asi como también la actividad enzimatica de la
hialuronidasa de dicho veneno. Ademas, el extracto acuoso de las hojas de I.
murucoides modific6 de manera significativa el efecto del veneno sobre las
contracciones espontaneas de los segmentos de ileon aislados de rata. Este estudio
demuestra que los extractos acuosos de las hojas y flores de I. murucoides contienen
compuestos capaces de contrarrestar algunos efectos inducidos por el veneno del
alacran C. limpidus.

Palabras clave: Ipomoea murucoides, cazahuate, medicina tradicional, veneno de
alacran, Centruroides limpidus.



ABSTRACT

Plants of the Ipomoea genus are widely used to treat different conditions, including
poisoning. For example, Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. is used in traditional medicine
to treat cnidarian bites, and Ipomoea murucoides Roem. & Schult. for scorpion bites.
Mexico is one of the countries with the highest incidence of poisoning caused by the
sting and bite of poisonous animals, as it is among the first ones with the highest
numbers of poisoning due to scorpion stings, and the main responsible is the scorpion
Centruroides limpidus (Karsch , 1879). which has antivenom but is usually expensive
and scarce. Ipomoea murucoides is an endemic tree from Mexico and widely
distributed in the state of Querétaro. To date, no studies have been done to verify its
effectiveness for the treatment of poisoning from scorpion stings. Considering the lack
of antidotes to treat stings and bites of poisonous animals, this project aimed to
evaluate the effect of extracts with solvents of different polarities from the leaves and
flowers of I. murucoides, against the toxic effects of scorpion venom C. limpidus. The
extracts were obtained by consecutive macerations with dichloromethane, ethanol and
water. Some effects of C. limpidus venom were evaluated by enzymatic assays using
hyaluronidase and phospholipase A2, as well as inflammation by the plantar edema
assay in rats, and on spontaneous contractions of isolated rat ileum. The results of this
research showed that aqueous extracts from the leaves and flowers of I. murucoides
significantly reduced plantar inflammation induced by C. limpidus venom, as well as the
enzymatic activity of hyaluronidase of this venom. Furthermore, the agueous extract of
I. murucoides leaves significantly modified the effect of the venom on spontaneous
contractions of the ileum segments. This study demonstrated that the aqueous extracts
of the leaves and flowers of I. murucoides contain compounds capable of inhibiting
some effects induced by the venom of the scorpion C. limpidus.

Keywords: Ipomoea murucoides, cazahuate, traditional medicine, scorpion venom,
Centruroides limpidus.
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1. INTRODUCCION

Las plantas del género Ipomoea (L.) son utilizadas tradicionalmente por sus
propiedades antimicrobianas, analgésicas, espasmoliticas, espasmogenicas,
hipotensoras, anticancerigenas, antiinflamatorias y antinociceptivas (Corona-
Castafneda y col., 2013; Furtado y col., 2016; Giovannini y col., 2017; Meira y col.,
2012). Algunas especies de este género se usan por sus propiedades antiveneno; por
ejemplo, en la medicina tradicional se ha usado |. pes-caprae (L.) R. Br. para tratar
picaduras de cnidarios. En algunos estudios farmacologicos se ha comprobado que
los extractos de las hojas de |. pes-caprae contrarrestan distintosefectos toxicos de
medusas marinas (Pongprayoon®? y col.,, 1991), ademas de atenuar los efectos
nociceptivos e inflamacion causada por cnidarios en ratones (daSilva y col., 2017). La
efectividad de |. pes-caprae se ha demostrado con la creacionde un gel tépico con
propiedades anti-inflamatorias y anti-ofidicas (Xavier-Santos y col., 2022).

La especie Ipomoea murucoides Roem. & Schult. es un arbol endémico de México,
comunmente conocido como “cazahuate” y se distribuye ampliamente en los bosques
secos tropicales del centro y sur de nuestro pais (Flores-Palacios y col., 2015). Es
utilizada en la medicina tradicional mexicana para tratar los efectos inflamatorios de la
picadura de alacran a través de las infusiones de sus hojas y flores (Meiray col., 2012).
Sin embargo, es importante mencionar que hasta el momento no existen estudios que
demuestren la efectividad de esta especie para contrarrestar los efectos de los
venenos de alacranes.

La intoxicacién por picadura de alacran (IPPA) es el estado de envenenamiento por la
inoculacion de veneno de alacran mediante la picadura de este aracnido. En México
es ocasionada por los alacranes del género Centruroides (Marx, 1889) y representa
un problema de salud importante (Secretaria de Salud, 2012). Desde el 2008 hasta el
2020, se han registrado hasta 319 mil casos de IPPA por afio en nuestro pais
(Castafieda- Gomez y col., 2020), siendo Centruroides limpidus (Karsch, 1879) el
responsable de un tercio de estos casos (Cid-Uribe y col., 2019). Su veneno consiste

en una mezcla compleja de proteinas, péptidos toxicos, enzimas, lipidos, nucleétidos,
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sales organicas y aminoacidos (Olamedi-Portugal y col., 2017). Su dosis letal media
en ratones por via intraperitoneal corresponde a 15 ug por 20 g de peso (Fernandez-
Taboada y col., 2021). Los sintomas de intoxicacién que se manifiestan por picadura
de alacran pueden ser leves, como dolor, hinchazény eritema en lazona de la picadura,
pero en algunos casos pueden presentarse signos y sintomas mas graves como
convulsiones, ceguera transitoriay edema pulmonar agudo, o incluso la muerte
(Secretaria de Salud, 2012). Los envenenamientos causados por alacranes del género
Centruroides requieren de tratamiento médico inmediato y adecuado, que consiste en
la aplicacién de un antidoto basado en inmunoglobulinas con alta especificidad contra
ciertas toxinas, conocido comunmente como antiveneno. Desafortunadamente, su
produccidén es muy costosa y se reserva para atender casos de envenenamiento
severo (Garcia- Arredondo y col., 2019).

La investigacion de plantas medicinales es un enfoque asequible para descubrir
nuevas moléculas bioactivas para resolver problemas de salud publica. Es por ello que
en este proyecto de investigacion, se plante6 evaluar la capacidad de los extractos, de
diferente polaridad, de las hojas y flores de Ipomoea murucoides para contrarrestar los

efectos toxicos del veneno del alacran Centruroides limpidus.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Envenenamiento por mordeduras y picaduras de animales venenosos

Los envenenamientos por mordeduras y picaduras de animales venenosos
constituyen un serio problema de salud publica en América Latina (OPS, 2020). En
2008, la estimacion de la carga mundial de accidentes por mordeduras de serpientes
reportd hasta 1,841,000 envenenamientos y de hasta 94,000 muertes por afo. En
cuanto al envenenamiento por picadura de alacranes,tan solo en México y Brasil se
han reportado aproximadamente entre 300 y 120 milcasos anuales (OPS, 2020).

El veneno se define como una secrecion, producida en un tejido especializado
(generalmente encapsulado en una glandula) en un animal y suministrada a un animal
objetivo a través de infligir una herida (independientemente de cuan pequefiasea).
Ademas, el veneno debe contener moléculas que interrumpan los procesos fisioldgicos
de la presa para facilitar la alimentacion o la defensa del animal productor (Rode-
Margono y Anne-Isola, 2015). Cada grupo de animales (familia, género o especie)
contienen en su veneno sustancias toxicas en cantidades diferentes, lo que constituye
las caracteristicas propias que provoca cada veneno,y que son responsables de los

sintomas clinicos observados (SS, 2010).

2.2 Picadura de alacran

Los alacranes o escorpiones se agrupan en el Phylum Arthropoda, Clase Arachnida,
orden Scorpiones (Olamedi-Portugal y col., 2017). Estos artropodos han existido desde
hace mas de 430 millones de afios, y con el tiempo se convirtieron en depredadores
bien adaptados y sus venenos evolucionaron para contener moléculas
farmacologicamente activas (Carcamo-Noriega y col., 2018). Se encuentran en casi
todos los ambientes ecoldgicos, principalmente en las areas tropicales, subtropicales
y algunos se han adaptado a distintos ambientes desérticos y se hanencontrado desde
las cuevas mas profundas de México, a 900 m bajo el nivel del mar, hasta la Cordillera
de los Andes a 4910 m sobre el nivel del mar (Cid-Uribe y col., 2019; Silva-Dominguez
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y col., 2019).

Hasta el momento, se conocen alrededor de 2,342 especies en el mundo, de las cuales
50 son peligrosas para los humanos. En México, se han reportado 289 especies de
alacranes, de las cuales, 21 son reconocidas como de importancia médica, pues
provocan cuadros clinicos graves hasta mortales. Estas especies venenosas
pertenecen al género Centruroides de la familia Buthidae. Algunas de estas especies
son las siguientes: C. limpidus (Karsch, 1879), C.hirsutipalpus (Ponce-Saavedra y
Francke, 2009), C. infamatus (Carl Ludwin Koch, 1844), C. noxius (Wood, 1863), C.
suffus (Pocock, 1902), C. pallidiceps (Pocock, 1902), C. exillicauda (Wood, 1863), C.
balsasensis (Ponche y Francke, 2004), C. meisei (Hoffman, 1939), C. villegasi
(Baldazo-Monsivaiz, Ponce-Saavedra y Flores-Moreno 2013), C. bonito (Quijano-
Ravell, Teruel y PonceSaavedra, 2016) y C. poncei (Teruel, Kovarik, BaldazoMonsivais
y Hoferek, 2015 ) (Secretaria de Salud, 2012; Silva-Dominguez y col., 2019).

En la Figura 1 se observan dos ejemplares adultos de Centruroides limpidus, los cuales
se distribuyen ampliamente en areas densamente pobladas dentro del territorio
mexicano, incluyendo a los estados de Guerrero, Morelos, Estado de México,
Michoacan, Querétaro, Hidalgo y Puebla (Cid-Uribe y col., 2017), donde elestado de
Morelos reporté mas accidentes por afio en el 2011, con un total de 10,939 casos de
intoxicacion por picadura de alacran (SS, 2012).
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Figura 1. Ejemplares adultos de Centruroides limpidus (Karsch, 1879), a) macho y
b) hembra (Cid-Uribe y col., 2017).

2.2.1 Veneno de Centruroides limpidus (Karsch, 1879)

El veneno de alacran es una mezcla compleja que contiene proteinas, péptidos
toxicos, lipidos, nucleétidos, sales organicas y aminoacidos (Olamedi-Portugal y col.,
2017). Los sistemas de veneno son innovaciones evolutivas clave de una amplia gama
filogenética de linajes animales que se utilizan para la defensa, la disuasion de los
competidores o la depredacion. Dicho veneno se produce en el telson (o aguijon), un
segmento terminal especializado del metasoma (Figura 2). Enestas glandulas, se
sintetizan y maduran los componentes peptidicos del veneno, que dan moléculas
bioldgicamente activas mediante procesos de modificaciones postraduccionales,
siendo las mas comunes en los venenos de los alacranes la formacion de puentes
disulfuro a partir de pares de cisteinas y la amidacion del C-terminal (Cid-Uribe y col.,
2019; Delgado-Prudencio y col., 2019).
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Figura 2. Telson de un ejemplar de Centruroides limpidus (Karsch, 1879) con una gota

de su veneno.

Los sintomas de intoxicacion por picadura de alacran se deben principalmente a la
presencia de péptidos moduladores de canales i6nicos de sodio, calcio y potasio, los
cuales alteran la funcion de dichos canales de los tejidos excitables, principalmente
nerviosos y musculares. Debido a la composicion variable de los péptidos presentes
en los venenos de escorpion, se espera que las diferentes especies de escorpiones
contengan componentes activos seleccionados de diferentes maneras para capturar a
sus presas o0 defenderse de los depredadores (Carcamo-Noriega y col.,, 2018;
Gonzalez-Santillan y col., 2018).

En los dltimos afios, se han realizado estudios transcriptomicos de las glandulas y
protedmicos de los venenos de muchas familias de escorpiones. Los componentesde
los venenos se han clasificado en: toxinas moduladoras de canales iGnicos, enzimas,
inhibidores de proteasas, péptidos de defensa del hospedero, y otras (Cid-Uribe y col.,
2019).

Las toxinas de la familia Buthidae que actlian sobre canales de sodio y potasio actian
en sinergia para causar despolarizacion prolongada de la membrana celular, seguidade
excitacion neuronal que estimula los centros autdbnomos simpaticos y parasimpaticos
del organismo, que provoca una liberacion endégena masiva de acetilcolina, epinefrina
y norepinefrina, que en dltima instancia provocan insuficiencia cardiaca, lesion al
miocardio, edema pulmonar, insuficiencia respiratoria y shock cardiogénico. Los

efectos sobre el sistema nervioso central sonpoco comunes y estan relacionados
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generalmente con el shock cardiogénico debidoa que la mayoria de estas toxinas no
atraviesan la barrera hematoencefalica (Cid-Uribe y col., 2019; Isbister y Bawaskar,
2014).

Las toxinas que modulan los canales de sodio se nombran como NaTx. Son péptidos
de 58 a 76 aminoécidos, con tres a cuatro puentes disulfuro. Las toxinas NaTx se
clasifican asuvezenay p (a-NaTxy p-NaTx), dependiendo del sitio deunion y el efecto
gue producen en los canales de sodio dependientes de voltaje. Lasa-NaTx se unen al
sitio 3 de su receptor (segmento extracelular S3-S4 del dominio IV del canal),
provocando una inactivacion anormalmente retardada y generando aumento de la
excitacion neuronal. A su vez, este grupo puede subclasificarse de acuerdo con el
hospedero donde ejercen su efecto como: a-NaTx clésicas (en mamiferos), a-NaTx
anti-insectos (en insectos) y toxinas tipo a (en ambos) (Cetséley Caterall, 2000;
Zilberberg y col., 1997). Por otro lado, las B-NaTx se unen al sitiocuatro del receptor
(segmento S3-S4 extracelular del dominio Il del canal), atrapa elsensor de voltaje del
canal, lo que cambia el umbral del voltaje requerido para su activacion a potenciales
mas negativos. Este grupo también puede subclasificarse de acuerdo a su efecto,
como: B-NaTx anti-mamifero (en mamiferos), B-NaTx excitatoria anti-insecto (induce
activacion repetitiva de los canales de Na* de los insectos en nervios motores, que
resulta en paralisis espastica), -NaTx depresor anti-insecto (suprime potenciales de
accion debido a una fuerte despolarizacion, lacual resulta en paralisis flacida), y B-NaTx
anti-mamifero/insecto (compite con la B-NaTx anti-mamifero, B-NaTx excitatoria y
depresora anti-insecto) (Cid-Uribe y col.,2019; Pedraza y Possani, 2013; Quintero-
Hernandez y col., 2013).

Se han identificado tres toxinas principales en el veneno del alacran C. limpidus,
denominadas como CII1, ClI2 y ClI13, que son capaces de afectar la funcion adecuada
de los canales de sodio (L6pez-Giraldo y col., 2020). Estas toxinas corresponden al
1.5 %, 3.5 %y 2.1 % del veneno, respectivamente, y su LDso es de

1.7 pg, 1.5 pug y 0.5 ug, respectivamente. La toxina CI13 es mas diversa en su
secuencia en comparaciéon con CII1 y ClI2, asi como también en su actividad en los

canales de sodio dependientes de voltaje (Fernandez-Taboada y col., 2021; Olamedi-
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Portugal y col., 2017).

Las toxinas moduladoras de canales de potasio (KTx) son inhibidores de canales de
potasio, que pueden unirse a canales de potasio activados por voltaje o por calcio,
0 a canales de potasio rectificadores internos. Estas toxinas son péptidos de 23 a 78
aminoacidos, con dos a cuatro puentes disulfuro, y cuatro pliegues estructurales: CS-
af, hélice-bucle-hélice estabilizada con cisteina (CS-a/a), tipo Kunitz, y nudo de cistina
inhibidor (ICK) (Mouhat y col., 2008).

Las toxinas moduladoras de canales de potasio se clasifican en familias, de acuerdocon
la longitud de los péptidos:

a) a-KTx: péptidos de 23 a 43 aminoacidos con 3 a 4 puentes disulfuro, que
comparten el plegamiento CS-a/B. Esta familia se subdivide a su vez en 31 subfamilias.
Inhiben los canales Kvi, Kva, Kca1, Kcaz, Kcaz y Kirn (Cid-Uribe y col., 2019; Tytgat y col.,
1999).

b) B-KTx: péptidos de 47 a 78 aminoacidos, con tres puentes disulfuro y comparten
el plegamiento CS-a/B. Esta familia se subdivide en cuatro subfamilias e inhiben los
canales Kvi y Kva.2 (Cid-Uribe y col., 2019).

C) \-KTx (ergtoxinas): son péptidos de 36 a 43 aminoacidos con tres a cuatro
puentes disulfuro, que comparten el pliegue CS-a/B. Se subdivide en cuatro
subfamilias y bloquean el canal Kvi1 (Gurrolay col., 1999).

d) 0-KTx: son péptidos de 59 a 70 aminoacidos, con tres a cuatro puentes disulfuro,
gue comparten un pliegue inhibidor de proteasa de serina tipo Kunitz. Se subdivide en
tres subfamilias. Tienen actividad dual como inhibidores de serin- proteasas y
blogueadores de los canales Kvi.3 (Cheny col., 2012).

e) i-KTx: péptidos de 29 aminoacidos con cuatro puentes disulfuro que comparten
el plegamiento ICK. Solo se conoce una subfamilia. Inhiben con baja afinidad a los
canales Kvi, Kv4, Kvio y Kvi1 (Cremonez y col., 2016).

f) -KTx (hefutoxinas): péptidos de 23 a 28 aminoacidos con dos puentes disulfuro,
y presentan el doblamiento CS-a/a. Se subdivide en cinco subfamilias y tienenbaja
afinidad a los canales Kvi (Moreels y col., 2017).

g) I-KTx: péptidos de 37 a 39 aminoacidos con tres puentes disulfuro y comparten el
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doblamiento ICK. Se subdivide en dos subfamilias y tienen baja afinidad por los

canales Kvi1 (Cheny col., 2011).
Se han aislado dos toxinas a-KTx del veneno de Centruroides limpidus, las cuales se
han nombrado como CIITx1 y CIITx2, pertenecen a la subfamilia dos (2.3 y 2.7,
respectivamente), y se ha demostrado que afectan la permeabilidad de las células
granulares cerebrales y desplazan la unién de la noxiustoxina a los sinaptosomas del
cerebro de rata (Martin y col., 1994; Tytgat y col. 1999). Se han identificado también
cuatro toxinas de la familia y-KTx, las cuales se han nombrado como CIlIErgl-4, y su
mecanismo de accion se basa en el bloqueo de canales ERG K* (Corona y col.,2002).
Las enzimas que se encuentran en el veneno favorecen la biodistribucion de los
componentes del veneno y poseen modificaciones postraduccionales, como
amidaciéon de los péptidos, que mejoran su funcién y aumentan su estabilidad (Cid-
Uribe y col., 2019).
En el veneno de C. limpidus se ha encontrado una enzima de tipo serin-proteasa, lacual
se nombra como CliEnzSep01. Su funcién se basa en hidrolizar enlaces peptidicos, y
se caracterizan por tener una triada catalitica de His, Asp y Ser, actuando este ultimo
residuo como centro nucleofilico, que permite la ruptura del enlace peptidico (Cid-Uribe
y col., 2019).
Se han encontrado también enzimas de tipo metaloproteasas, las cuales cuentan con
un mecanismo catalitico que requiere de un metal, principalmente zinc. Se han
encontrado cuatro de ellas en andlisis proteémicos del veneno, y se hombran como
CliEnzMet15, 19, 20 y 21 (Cid-Uribe y col., 2019).
Las fosfolipasas son enzimas que generan mediadores lipidicos implicados en
inflamacion persistente, fuga vascular, agregacion plaquetaria, dermonecrosis,
hemolisis y hematuria, que en casos graves puede conducir a insuficiencia cardio-
respiratoria, renal y hepatica (Aloulou y col., 2018). Se han encontrado siete transcritos
codificantes en estudios transcriptomicos de la glandula de C. limpidus, peroninguno
en los andlisis protedmicos de su veneno, aunque si se encuentrandistribuidas en
otras especies de las familias Hemiiscorpidae, Chactidae, Buthidae y Scorpionidae.

Este grupo de enzimas se nombran como CIEnPA201 a la 206, y CliEnzPLDO1 (Cid-
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Uribe y col., 2019).

El veneno de alacran también contiene hialuronidasas, que son enzimas encargadas

de hidrolizar acido hialurénico y sulfato de condroitina, y funciona como factor de

dispersion de los componentes del veneno (Ribeiro y col., 2019). Solo seha encontrado
una enzima de tipo hialuronidasa en el veneno de C. limpidus, la cualse nombra como

CliEnzHya01 (Cid-Uribe y col., 2019).

Por ultimo, se sabe que el veneno también puede contener nucleotidasas, cuya funcion

es catalizar la hidrélisis de 5'-nucleétidos (Dhananjaya y Souza, 2010). Se han

encontrado tres transcritos en la glandula de C. limpidus, que se nombran como

CliEnz5Nuc01 a la 03, pero aun no se han identificado en los analisis proteémicos de

su veneno (Cid-Uribe y col., 2019).

Otro componente indispensable en el veneno de los alacranes son los inhibidores de

proteasas, pues previenen la degradacion del veneno por las enzimas presentesen los

tejidos de la presa, incrementando asi la efectividad de los venenos (Ma y col.,2016).

Solo se han encontrado tres inhibidores de proteasas en los proteomas de C.limpidus

y H. spadix. Estos se clasifican de acuerdo con la longitud de su estructuracomo:

a) Péptidos similares a inhibidores de tripsina ricos en cisteina (TIL): son péptidos
de 60 a 70 aminoacidos, que contienen un pliegue estructural que consta de
cuatro cadenas [ dispuestos en dos hojas 3 antiparalelas estabilizadas por cinco
puentes disulfuro. Son inhibidores de serin-proteasas (Zaho y col., 2011).

b) Inhibidores tipo Kunitz: péptidos de 50 a 60 aminoacidos y tres puentes disulfuro,
con el dominio inhibidor de tripsina pancreética Kunitz/bovina. Son inhibidores de
proteasas (Zaho y col., 2011).

c) Serpinas: son cadenas de 300 a 500 aminoacidos con un dominio serin-proteasa.
Son inhibidores de proteasas (Law y col., 2006).

Los venenos contienen también péptidos de defensa del hospedero (HDP), que
generalmente son péptidos antimicrobianos. Constan de una longitud de cinco a
100 aminoacidos y estan presentes en todos los organismos vivos (Boto y col.,
2018). Seclasifican en las siguientes categorias:

a) Familia 1-5: péptidos sin puentes disulfuro (NDBP), que se subclasifican de
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acuerdo con la longitud de su estructura (Almaaytah y Albalas, 2014):

e NDBP-1: de 13 a 21 aminoacidos. Inhiben a la enzima convertidora de
angiotensina.

e NDBP-2: de 41 a 56 aminoacidos. Constan del dominio antimicrobiano 7.

e NDBP-3: de 24 a 29 aminoacidos. Tienen actividad antimicrobiana contra
bacterias gran positivas y negativas, asi como también en hongos.

e NDBP-4: de 13 a 19 aminoacidos. Son anfipaticos y tienen carga positiva.
Tienen actividad antimicrobiana.

e DNBP-5: péptidos antimalaricos de escorpion.

b) Defensinas: son péptidos de 28 a 42 aminoacidos que son estabilizadas por 3
puentes disulfuro, con estructuras CS- (a-defensinas) y CS-af3 (B-defensinas)
(Shafee y col., 2016).

c) Péptidos anibnicos: de 5 a 70 aminoacidos cargados negativamente que
participan en mecanismos innatos de defensa. Solo se han encontrado a nivel
transcriptémico, pero aun no en el proteoma de los alacranes.

d) Péptidos tipo Waprinas: de 50 aminoacidos estructuralmente homdélogos a la
familia WAP y los inhibidores de tipo Kunitz (Cid-Uribe y col., 2019).

2.2.2 Escorpionismo e Intoxicacion por picadura de alacran

El escorpionismo es un problema de Salud Publica, que reporta mas de 1,200,000
picaduras y 3250 muertes anuales a nivel mundial, con una incidencia de 526 por cada
100 mil personas (Trinidad-Porfirio y col., 2023). México ha reportado indicesaltos de
escorpionismo con una incidencia de 233.64 por cada 100 mil habitantes, siendo los
estados de Colima, Nayarit, Morelos y Guerrero aquellos que reportan mas incidentes
(Trinidad-Porfirio y col., 2023).

La intoxicacion por picadura de alacran (IPPA) es el estado de envenenamiento porla
inoculacién de veneno de alacran mediante la picadura de este aracnido. En México,
es ocasionada por los alacranes del género Centruroides, y desde el 2008 hasta el
2020 se han registrado hasta 319 mil casos de IPPA por afio, por lo cual esprioritario
para la salud publica del pais (Castafieda-Gomez y col., 2020). Algunas de las
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especies de este género se encuentran en las zonas del centro y sur del pais, como en
el Estados deMéxico, Guerrero, Michoacan, Morelos, Puebla, Querétaro y Jalisco
(Gonzélez- Santillan y col., 2018). La mayoria de los accidentes ocurren en poblaciones
rurales, en el hogar y durante la noche. Las condiciones precarias de vivienda y
caminar descalzo por la noche favorecen a estos eventos. Los hombres tienen mayor
frecuencia a estos accidentes, y la salud de los menores de 15 afios es la mas
afectada, con cuadros clinicos mas graves en nifios de cinco a nueve afios (Silva-
Dominguez y col., 2019).

Dependiendo de la potencia, concentracién y cantidad del veneno inyectado, los
accidentes con estas especies pueden provocar grandes consecuencias en las
personas que han sido picadas, incluso la muerte. En el Cuadro 1, se muestran los

sintomas que se han reportado en la intoxicacion por picadura de alacran.

Cuadro 1. Sintomas de intoxicacion por picadura de alacran (Carcamo-Noriega y col.,
2018; Gonzalez-Santillan y col., 2018; Secretaria de Salud, 2012).

Leves

Moderados

Severos

Dolor local,
parestesia local,
eritema local,

edema local.

Sialorrea, parestesia general,
distension abdominal,
fasciculaciones, disnea, dolor
retrosternal, angustia, irritabilidad,
prurito nasal, bucal y faringeo,
disfagia, sensacion extrafia en la

garganta, calambres.

Disfagia, nistagmus,
convulsiones, vémito, marcha
atdxica, ceguera transitoria,
presion alta, priapismo, irritacion
vaginal, edemapulmonar agudo,
nauseas, taquicardia 0
bradicardia, amaurosis temporal,

disnea.

En México, la Secretaria de Salud indica que el tratamiento para la intoxicacién por
picadura de alacran en las regiones con especies de importancia meédica, es

imprescindible como tratamiento inicial la aplicacion del suero antialacran por via
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intravenosa, en todo paciente menor de cinco afios aunque no presente signos y
sintomas de la intoxicacion; y de igual manera en todos aquellos pacientes mayores
gue presenten signos y sintomas de la intoxicacién por picadura de alacran. El
tratamiento sintomatico se basa en el uso de analgésicos y antipiréticos como el
paracetamol o metamizol; anestésicos locales como la procaina o clorhidrato de
lidocaina; tranquilizantes como el diazepam; antieméticos como la metoclopramida;
hipotensores como el prazosin; diuréticos como la furosemida; anticolinérgicos como
la atropina; e insulina (Secretaria de Salud, 2012).

El suero antialacran o antiveneno para la picadura de alacranes que se comercializa en
México se llama “Alacramyn”. Esta compuesto por fragmentos Fab)2 de
inmunoglobulinas de equino, y se produce mediante la hiperinmunizacion de caballos
con los venenos de las cuatro especies mas toxicas de escorpiones de México para
los humanos: C. limpidus, C. infamatus, C. noxius y C. suffusus. Un inconveniente que
se presenta a menudo tras el uso del antiveneno, es la necesidad de aplicacion de
multiples dosis del faboterapico, lo cual puede provocar vasodilatacion, inflamaicon,
anafilaxia o formacion de agregados que se depositan en tejidos y érganos (Chippaux
y Goyffon, 1991; Chippaux, 2012; Fernandez-Taboaday col., 2021).

2.3 Medicinatradicional

Desde tiempos muy antiguos, los humanos han usado recursos de la naturaleza, como
plantas para tratar distintos malestares como enfermedades infecciosas respiratorias,
gastrointestinales, urinarias y del sistema biliar, o algunos des6rdenes como ansiedad
o depresién (Lépez-Rubaclava y col., 2016, Sharmay col., 2017). Actualmente se han
implementado también como suplementos en la dieta, en bebidas energizantes,
multivitaminicos, masajes y en productos para la pérdida depeso (Cruz y col., 2017).
Por otro lado, los productos derivados de la fauna también se usan para tratar diversos
padecimientos. Por ejemplo, en China se usan mas de 1,500 animales con fines
medicinales, en la India del 15 - 20% de la medicina Ayurvédica se basa en sustancias

derivadas de animales, y en Brasil se reconoce el uso de 326 especies animales con
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propdsitos medicinales (Alonso-Castro, 2014).

La investigacion de plantas medicinales se considera como un enfoque viable para
descubrir nuevos compuestos con actividad biologica deseada para resolver
problemas de salud publica. Es por ello que se considera importante la identificacionde
sus constituyentes bioactivos, asi como la preparacion segura, eficiente y
estandarizada de fitomedicamentos (Sharma y col., 2017). Alrededor del 60% de los
medicamentos comercializados se basan en compuestos bioactivos originados de
productos naturales, y a su vez, estos han llegado al mercado debido a los estudios
cientificos sobre los remedios naturales que se usan tradicionalmente en varias
culturas alrededor del mundo (Alonso-Castro, 2014).

La medicina tradicional mexicana se basa principalmente en el uso de las plantas, y
muchas de ellas son consideradas parte del patrimonio cultural mexicano desde la
época prehispanica y colonial (Luna-Vazquez y col., 2018). En México, los remedios
herbales se usan comunmente a pesar de la falta de soporte cientifico sobre su uso,
dosificacion y efectos (Cruz y col., 2017; Martinez-Alva y col., 2022).

2.4 Género IpomoealL.

El género Ipomoea tiene aproximadamente entre 500 y 600 especies, y esta
conformado principalmente por plantas herbaceas trepadoras o rastreras, y rara vez por
plantas lefiosas. Se caracterizan por tener laminas follares cordadas y corolas
campanuladas a tubulares. Se distribuye en las regiones tropicales y subtropicales de
los paises de Centro y Sudameérica, y en territorios tropicales de Africa. Muchas de sus
especies tienen importancia econdémica, agricola, en la medicina tradicionaly algunas
son usadas como plantas rituales (Meira y col., 2012).

Las propiedades farmacolégicas de las especies del género Ipomoea se atribuyen
a la presencia de resinas deglicésidos (Figura 3), las cuales son mezclas de
glicolipidos de alto peso molecular anfipaticos,54 con un oligosacarido (porcion
hidrofilica) y por otro lado, con un acido graso de 16 o 17 carbonos monohidroxilado

(porcion hidrofébica) formando una macrolactona (Corona-Castafieda y col., 2013).
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Diversos estudios han demostrado que algunas especies de Ipomoea tienen efectos
antimicrobianos, analgésicos, espasmoliticos, espasmogénicos, hipotensores,
anticancerigenos, antiinflamatorios, antinociceptivos (Corona-Castafieda y col., 2013;
Giovannini y col., 2017; Meira y col., 2012). Algunas especies se usan por sus
propiedades anti-veneno, por ejemplo; I. pes-caprae se emplea para tratar picaduras
de cnidarios. Su fitoquimica se ha estudiado desde 1950, y los constituyentes
biolégicamente activos mas comunes son: alcaloides ergolinicos, alcaloides no
tropanicos, alcaloides de indolizidina, compuestos fendlicos, cumarinas,
norisoprenoides, diterpenos, isocumarinas Yy benzenoides, flavonoides vy

antocianosoides, glicolipidos, lignanos y triterpenos (Meira y col., 2012).
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Figura 3. Estructura quimica de una resina glicosidica caracteristica de Ipomoea
(Linnaeus) (Chérigo, 2007).
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2.5 Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

Ipomoea murucoides es un arbol de hasta 13 m de altura, tronco de hasta 40 cm de
diametro, latex blanco abundante, tallos flocos con tricomas blancos.Hojas pecioladas,
lanceoladas, oblongo- lanceoladas a ovadas, acuminadas, base ampliamente
cuneada, generalmente vellosas o0 pubescentes cuando son jovenes, algo
glabrescentes; peciolos de uno aseis cm, tomentosos, glabrescentes. Inflorescencia
terminal o de las axilas de las hojas superiores, de estructura laxamente corimbosa,;
pedunculos de 0.3 a 2 cm,vellosos; bractéolas ovadas, obtusas de 10 a 15 por cinco a
10 mm, caducas; pedicelos de 1.5 a cinco cm, engrosados hacia arriba, mas
densamente tomentosos que los pedunculos; sépalos ligeramente desiguales, de 14 a
28 por nueve a 20 mm, oblongos-ovados, obtusos a subagudos, blanco-tomentosos,
el interior ligeramente mas corto pero mas densamente tomentoso; corola de seis a
nueve cmde largo, en forma de embudo, blanca con garganta de color rojo opaco,
vellosa; extremidad de 5 cm de diametro, ondulado. Capsulas de dos a 2.5 cm de largo,
oblongas-elipsoideas, glabras; semillas de 12 por 5 mm, pilosas en los margenes con
pelos de 10 a 15 mm de largo (Wood y col., 2020).

Crece en zonas tropicales del centro y sur de México, a una altura entre 600 y 2000
metros sobre el nivel del mar (Flores-Palacios y col., 2015; Ledn-Rivera y col., 2017).
Forma parte de matorrales aridos abiertos, sobre pendientes rocosas o planas. Su
época de floracion es de octubre a abril, y pierde sus hojas de noviembrea diciembre
(Chérigo, 2007). En la Figura 4 podemos apreciar en a) un ejemplar de arbol, b) una
flor y c) semillas de I. murucoides. Los nombres comunes de |. murucoides son:
cazahuate, cazahuate negro, micaquahuitl, ozote, palo bobo, arbol de venado, palo
blanco, palo santo, siete camisas, siete pellejos, toche, palo flojo, palo de muerto
(Flores-Palacios y col., 2015; Le6n-Rivera y col., 2017).
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Figura 4. Ejemplar de Ipomoea murucoides Roem. & Schult.: a) ejemplar de arbol,
b) una flor y c) semillas.

2.5.1 Usos tradicionales de Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

Dentro de sus usos tradicionales en la cultura mexicana, la madera quemada del arbol
de Ipomoea murucoides se usa para ahuyentar a los mosquitos. Las infusiones de sus
hojas y flores se usan para tratar los efectos inflamatorios de la picadura de alacrany
serpiente, asi como para tratar también picazén, erupciones, inflamacion, caida del
cabello, reumatismo, infecciones y dolorde muelas (Ledn-Rivera y col., 2017; Meira y
col., 2012).

Hasta la fecha, no se cuenta con evidencia cientifica que respalde los efectos de suuso
tradicional parar tratar la intoxicacion por picadura de alacran, pero se ha reportado
que otras especies del género Ipomoea, como |. aquatica e |. pes-caprae, también se
usan para tratar el envenenamiento por escorpion, serpiente, peces venenosos, rayas
y anémonas (Meira y col., 2012), como se describe a continuacion:

El grupo de Krogh y colaboradores (1999) encontré algunos constituyentes de
Ipomoea pes-caprae como el acetato de a- y B-amirina, acido betulinico y glochidona,
mostraron efectos antinociceptivos en ratones (Figura 5). Otro estudio en ratones con
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extractos metandlicos de |. pes-caprae mostraron actividad antinociceptiva en modelos
animales para el estudio de dolor neurogénico e inflamatorio (Souza y col., 2000). En
otros estudios, se ha demostrado un efecto en la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas in vitro, el cual es mediado por las siguientes moléculas identificadas:
3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metilisocumarina, eugenol, 4,4,7-trimetil-1,4-dihidro-2-hidroxi-
1-naftalenona y 4-vinilguaiacol (Pongprayoon'?y col., 1991).

-

Acetato de B-amirina Acetato de a-amirina Acido betulinico Glochidona
OMe Me Me OMe
HO Me
OH O N 5 =
3,4-dihidro-8-hidroxi- Eugenol 4,4,7-trimetil-1,4-dihidro-2- 4-vinil-guaiacol
3-metilisocumarina hidroxi-1-naftalenona

Figura 5. Compuestos identificados en Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. con actividad
antinociceptiva e inhibidores de la sintesis de prostaglandinas (Tomado de Meiray col.,
2012).

Tsengy colaboradores (1986) aislaron los compuestos N-cis-feruloiltiramina y N- trans-

feruloiltiramina de Ipomoea aquatica Forssk y también demostraron que estos tienen

efectos sobre la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas.
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N-trans-feruloiltriamina

N-cis-feruloiltriamina

Figura 6. Compuestos identificados en Ipomoea aquatica Forssk con efecto en la

inhibicién de la sintesis de prostaglandinas (Tomado de Meira y col., 2012).

2.5.2 Perfil fitoquimico de Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

Se han identificado 18 glicolipidos a partir de las hojas de I. murucoides, los cuales se

nombraron como murocoidinas. Estas se clasifican de acuerdo al oligosacarido en su

nacleo (Cuadro 2 y Figuras 7 y 8).

Cuadro 2. Clasificacion estructural de las murucoidinas (Chérigo 2007).

Nucleo oligosacéarido

Murucoidina

Posicion de la lactona

Acido siménico B

En C2 de la segunda unidad sacérida

IX, X, XVIII En C3 de la segunda unidad sacéarida
Acido simonico A VI, VI, Vil -
\Y En C2 de la segunda unidad sacéarida
Acido operculinico A : :
V, X, XVII En C3 de la segunda unidad sacarida
XIV En C3 de la segunda unidad sacérida
Acido operculinico C : :
XV, XVI En C2 de la segunda unidad sacéarida
Acido operculinico E X1, Xl -
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HO. 0

0
0.
0 0
8]
HO S R0 o
o g HO oH o OH
0 OR, Y,
R,0 - o] OH
HO o O ~om HO
oH Murucoidina R, R,
HO
A%l Acido 2-metilbutanéico Acido dodecandico
Murucoidina Ry — Rl‘ - VIl Acido 2-metilpropanéico  Acido 2-metilbutandico
| ) H Acido 2-metilbutanéico . . . . . B
1 A_cido 2-metilpropandico {\cido 2-metilbutandico VIII Acido 2-metilbutanoico Acido 2-metilbutanoico
111 Acido 2-metilbutandico  Acido 2-metilbutandico
HO
M&/
0
Murocoidina IV HO Y ()N
0
o R,0 O
o HO ol
HO OH
0. O 0 o
0
0 0 HO
0 0 ls)
OH -
HO O 0 Murucoidina R R;
IX Acido 2-metilpropandico  Acido 2-metilbutanoico
X Acido 2-metilbutandico  Acido 8-hidroxidodecandico
HO XVIII Acido 2-metilbutandico Acido octanodico

Figura 7. Estructura quimica de las murucoidinas | — IV, VI = X, y XVIII (Tomado de
Corona-Castafieda, 2008).

31



HO

(0]
(8]
HO
N
0

RO 0 \)\n/ N ()n
R20 OH Q 0 HO on °
Ho \HO
OH
Ml Murocoidina XIV
Murucoidina R, R, R;
\% Acido 2-metilbutanoico H Acido 2-metilbutanoico
XI Acido 2-metilbutandico H _ Acido dodecandico
XVII Acido 2-metilbutanéico Acido cinamico Acido 2-metilbut
un o
%0
HO—
N HO “
\ l
0 R;0 /\\“ B oy n&\\/\
R,0 HO— o
R,0 Q
HO S Murucoidina R, R, R;
XV Acido 2-metilbutandico Acido 2-metilbutandico ) H
Murucoidina R, R, Rs XVI Acido 2-metilbutandico H Acido 2-metilbutandico
XII Acido 2-metilbutanoilo Acido dodecandico H
X1 Acido 2-metilbutanoilo H Acido dodecanoico

Figura 8. Estructura quimica de las murucoidinas V y XI-XVII (Corona-Castafieda,
2008).

Las murucoidinas XVII-XIX ejercen un efecto de potenciacion sobre los antibioticos
clinicamente Utiles al aumentar la susceptibilidad de las bacterias a los antibioticos
(Chérigo y Pereda-Miranda, 2006; Chérigo y col., 2008; Corona-Castafieda y col.,
2013). El extracto metandlico acido de las hojas de |. murucoides demostro tener

actividad antifangica contra Fusarium solani y Alternaria alternata en un estudio
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realizado por De Lira y colaboradores en 2014.

Por otro lado, se han aislado glicorresinas de las raices de Ipomoea murucoides,
llamadas muricinas 1-5, las cuales constan de un pentasacarido en su estructura (Leén
y col., 2005) (Figura 9). La muricina 1 presenta actividad citotdxica contra carcinoma

de ovario (Meira y col., 2012).

HO
HO ~-C

Murucina R
9 - I Acetil
HO S ettt
o 11 Propanoil
I11 n-Butanoil

(8]
o HO 0
R"W ° v 2-Metilbutanoil
N 0 \Y% 3-Hidroxi-2-metilbutanoil
'Y OH
HO
HO
OH

Figura 9. Estructura quimica de las muricinas | — V (Tomado de Corona-Castafieda,
2008).
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3. JUSTIFICACION

México es uno de los paises con mayor incidencia por picadura de alacran a nivel
global, y a pesar de que se cuenta con antidoto para tratar el estado de intoxicacion,
este no siempre es efectivo o no esta disponible en todos los centros de salud del pais,
por lo cual la poblacion esta en riesgo de no recibir un tratamiento oportuno. Espor ello
gue la investigacion de nuevos antidotos en plantas con usos en la medicinatradicional
es una gran area de oportunidad para descubrir nuevos tratamientos para los
envenenamientos por picaduras y mordeduras de animales venenosos. Este trabajo
de tesis se basa en buscar un soporte cientifico que respalde el uso de las infusiones
de las hojas y flores del Cazahuate en la medicina tradicional mexicana como

tratamiento para la intoxicacion por picadura del alacran Centruroides limpidus.
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4. HIPOTESIS

Los extractos de diclorometano, etanol y acuoso, obtenidos a partir de las hojas y flores
de Ipomoea murucoides, inhiben algunos de los principalesefectos toxicos inducidos
por el veneno del alacran Centruroides limpidus, como inflamacion y contracciones en

ileon, y enziméticos de fosfolipasa A2y de hialuronidasa.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de los extractos de diferentes polaridades de las hojas y flores de
Ipomoea murucoides contra los efectos toxicos del veneno del alacran Centruroides

limpidus.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Obtener los extractos de diclorometano, etanol y agua, de las hojas y flores de
|. murucoides.

5.2.2 Evaluar el efecto anti-inflamatorio de los extractos de |I. murucoides sobre el
efecto inflamatorio del veneno de C. limpidus.

5.2.3 Evaluar el efecto del veneno de C. limpidus en presencia y ausencia de los
extractos de |. murucoides sobre las contracciones espontaneas de segmentos
de ileon aislado de rata.

5.2.4 Determinar la capacidad de los extractos de |. murucoides para inhibir las
actividades enzimaticas de fosfolipasa Az y hialuronidasa del veneno de C.

limpidus.
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6 METODOLOGIA

6.1 Animales de experimentacion

Los animales de experimentacion se obtuvieron del Bioterio del Instituto de Neurologia
de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. En este estudio, se utilizaron3 ratas macho
de la cepa Wistar de aproximadamente 250 g de peso, por grupo, siendo 21 ratas en
total, las cuales se adquirieron conforme se requirieron en las distintas etapas del
proyecto. Se mantuvieron en un periodo de climatizacién porcinco dias, en un espacio
especial para mantenimiento de animales de experimentacién en el Bioterio de la
Facultad de Quimica de la UAQ, que cuenta con equipo para el control del medio
ambiente de acuerdo con las especificacionesde la NOM-052-Z00-199. Los animales
se contuvieron en jaulas de acrilico con agua y alimento ABENE BDL-7100 ad libitum,
cuya limpieza se realizé cada dos dias. Una vez concluidos los ensayos se indujo la
eutanasia de las ratas en un ambiente de CO2 (NOM-062-ZO0-1999). Los Residuos
Biol6gico-Infecciosos (RPBI) se etiquetaron y almacenaron de acuerdo a la NOM-087-
SSA-2002. Los cadaveres se contuvieron en bolsas amarillas a -20°C, y los
punzocortantes en contenedores rojos especiales para este fin. Los residuos quimicos
se manejaron yalmacenaron de acuerdo a la NOM-005-stps-1998. Esto por un periodo
no mayor a 30 dias, posteriormente se contratd un servicio especial para el
procesamiento de estos residuos. Los residuos quimicos fueron manejados y
almacenados de acuerdocon las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-
005-stps-1998. De acuerdo con la clasificacion de actividades experimentales de la
NOM-062-Z0O0- 1999 (Apéndice A), el grado de molestia que se causoé a los animales
deinvestigacion es de categoria D para la actividad anti-inflamatoria. Este proyecto fue

autorizado por el comité de bioética, nimero de oficio CBQ23/115b.

6.2 Recoleccién del material vegetal y preparacion de los extractos
de Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

Las hojas y flores de Ipomoea murucoides se colectaron en el area natural del campus

37



Juriquilla de la Facultad de Ciencias Naturales y de las jardineras de la Facultad de
Ingenieria campus Cerro de las Campanas de la Universidad Autbnomade Querétaro,
en el municipio de Querétaro, Querétaro. En cada localidad se tomaron muestras
de aproximadamente 40 cm de largo, que incluyeron hojas y flores. Esto con la finalidad
de tener ejemplares botéanicos de respaldo, los cuales fueron identificados con ayuda
de bibliografia especializada y cotejados con los ejemplares botanicos depositados en
el herbario “Dr. Jerzy Rzedowski” de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autdbnoma de Querétaro. Los ejemplares resultantes fueron depositados
en dicho herbario para su consulta futura (voucher nimero QMEX00015386).

Las hojas y flores se dejaron secar a temperatura ambiente y a la sombra durante dos
semanas en un lugar ventilado. Una vez seco, se trituraron con un molino manual. El
polvo obtenido se macerd por una semana, cambiando de solventes de polaridad
creciente: diclorometano, etanol y agua. Los extractos con diclorometano y etanol se
secaron a presion reducida mediante rotaevaporacion, y el extracto acuoso se secé

mediante liofilizacion. Los extractos secos se almacenaron en refrigeracién a 4 °C.

6.3 Recoleccion y obtencion del veneno de C. limpidus (Karsch, 1879)

Los especimenes adultos del alacran Centruroides limpidus se mantuvieron en
cautiverio en el Aracnario de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro. La identificacion de la especie estuvo a cargo del el Biol. Luis
Cuellar Balleza, responsable del Aracnario de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autbnoma de Querétaro. La extraccion del veneno se realizd6 mediante
estimulacién eléctrica estandarizada para la extraccion de veneno detarantulas por
Diaz-Pefiay colaboradores (2019). Posteriormente, los venenos se almacenaron -70°C
y la cantidad de proteinas totales del veneno se determino por el método de BCA.

6.4 Evaluacion del efecto anti-inflamatorio

Se empled el ensayo de edema plantar por carragenina para evaluar la capacidadanti-
inflamatoria de los extractos de |. murucoides (Mortari y col., 2012), donde se
utilizaron 3 ratas macho Wistar de aproximadamente 250 gramos de peso, por grupo,

38



siendo 21 ratas en total. Los extractos de |I. murucoides se administraron porvia oral en
dosis de 1000 mg/kg en solucion salina fisiologica estéril después de ayuno de 12
horas y por via tépica con una pomada de petrolato al 2% (Garcia y col., 2004). Treinta
minutos después, se administraron 100 plde A-carragenina (Sigma-Aldrich 22049-5G-
F) al 3% en solucion salina fisiologica via subcutanea en la superficie plantar de la
extremidad trasera derecha como inductor de la inflamacion. El control negativo fue un
grupo al que solo se le administré solucién salina fisiolégica. Los grupos
experimentales fueron administrados con 40 ug de proteina del veneno disuelta en 50
pl de solucion salina fisiolégica. Se midié el grado de inflamacion, cada 30 minutos
durante 2 horas, mediante la determinacion del desplazamiento de volumen con un
pletismémetro manual. Finalmente, se calculé el porcentaje de inhibiciébn de la
inflamacion tomando en cuenta una actividad anti-inflamatoria moderada del 30 al

65%, y una actividad alta a valores superiores del 65%.

6.5 Evaluaciéon en ileon aislado de rata

Se evalué el efecto del veneno de Centruroides limpidus solo y con los extractos de
Ipomoea murucoides en un modelo de ileon aislado de rata siguiendo el método
reportado por Rojas y colaboradores (2002), con algunas modificaciones. Las ratas se
sacrificaron por dislocacion cervical para luego remover el ileon que se cortd en
segmentos de 1 cm, posteriormente los tejidos se montaron en camaras con soluciéon
de Krebs-Henseleit (composicion NaCl 118 nM, KCL 4.7 nM, NaHCO5 25 nM, KH,PO,
1.2 nM, CaCl, 2.5 nM, MgS0, 1.2 nM, D-(+)-glucosa 11nM), gaseado con 95% de 0,
y 5% de CO0,. Las contracciones del tejido se capturaron en un poligrafo. Los tejidos
se dejaron estabilizando por 30 minutos. Se utilizO como control positivo acetilcolina

0.003 M y verapamilo 0.003 M como control negativo. El veneno de Centruroides

limpidus se evalud a una concentracion de 20 pg/ml solo y con los extractos acuosos

de las hojas y flores de Ipomoea murucoides a una concentracion de 1000 pg/ml.
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6.6 Evaluacién de lainhibicion de la actividad de fosfolipasa A2

Se evaluod la actividad de fosfolipasa A2 del veneno de C. limpidus mediante un ensayo
colorimétrico estandarizado por Garcia-Arredondo y col., (2016) en ausenciay presencia
de los extractos de Ipomoea murucoides a concentraciones de 100, 200y 300 pg/ml. Se
utilizé el analogo 1,2- ditiodiheptanoilfosfatidilcolina como sustrato. Los tioles libres
generados por la fosfolipasa del veneno, a través de la hidrdlisis del enlace tioester en
la posicion sn-2 fueron detectados utilizando el reactivo DTNB [(5,5-ditio- bis-(acido 2-
nitrobenzaico)]. Como control positivo se utilizé una fosfolipasa A2 de veneno de abeja.
Posteriormente el cambio de color de las reacciones fue monitoreado con un lector de
placas a 414 nm cada minuto por al menos cinco minutos. La actividad enzimatica se

expreso en pumol de sustrato hidrolizado/min/mg de proteina.

6.7 Evaluacion de lainhibicion de la actividad de hialuronidasa

Se evalu6 la capacidad de los extractos de Ipomoea murucoides para inhibir la
actividad de hialuronidasa del veneno. En primera instancia se evalué la actividad de
hialuronidasa del veneno de C. limpidus mediante el método turbidimétrico de Di
Ferrante (1956) estandarizado por Rodriguez-Rios y colaboradores (2017). Se usaron
diferentes concentraciones de veneno (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 y 25 pg/ml) diluidasen
150 pl de amortiguador de acetatos (0.2 M de acetato de sodio con 0.15 M de NaCl,
pH 6). Se utiliz6 como sustrato acido hialurénico (sal de sodio de Streptococcus equi,
Sigma-Aldrich) al 1% en amortiguador de acetatos. Las mezclas fueron incubadas
durante 15 minutos a 37 °C y posteriormente se detuvo la reaccion adicionando 1 ml
de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (BCTA) al 2.5% en NaOH al 2%, y se dej6
reposar por 10 min. Después, se midio la absorbancia en un lector de placas a 400 nm
contra un blanco que contenia 0.5 ml de amortiguador de acetato de amonio 0.05 M a
pH 6 y 1 ml de BCTA. La reduccién de la turbidez se expresdé como el porcentaje de
acido hialuronico restante, tomando la absorbancia de un tubo como 100% al que no
se le agreg6 muestra ni enzima.Una unidad de turbidez (TRU) se expresara como la

cantidad de enzima requeridapara hidrolizar el 50% del acido hialurénico. Como
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control se tomo una hialuronidasa de testiculo bovino tipo IV-S (Sigma- Aldrich).

Para evaluar el efecto inhibitorio de los extractos de I. murucoides sobre la actividad de
hialuronidasa del veneno de C. limpidus, se realizé el ensayo de hialuronidasa descrito
anteriormente con una previa incubacion de veneno (20 pg/ml) en presencia de cada
extracto (100, 200 y 300 pg/ml) durante 30 min a 37 °C. Finalmente, se determino el
porcentaje de inhibicion de la actividad de hialuronidasa. Al igual que en los ensayos
anteriores, se utilizé dimetilsulféxido a una concentracion final no mayor al 0.2 % o

etanol a una concentracion final no mayor al 5 % para ayudar a disolver los extractos.

6.8 Andlisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico GraphPad Prism versiéon 5.00 para Windows (San
Diego California, USA) para el andlisis de los datos obtenidos. Los datos se expresaron
como la media de cinco repeticiones + el error estandar de la media. Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante un analisis de varianza de una o

dos vias segun corresponda, seguido de un andlisis post-hoc de Dunnet.

7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1Recoleccion del material vegetal y preparacion de los extractos de
Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

Se establecieron tres grupos de estudio de los extractos de hojas y flores de Ipomoea
murucoides: Grupo 1: hojas, Grupo 2: flores, Grupo 3: hojas y flores; los cuales
constaban de 300 gramos de material vegetal seco y triturado, que posteriormente se
sometieron a maceraciones consecutivas con 2,400 ml de diclorometano, etanol y
agua. Una vez filtrados, los extractos organicos se secaron a presion reducida y los
extractos acuosos por liofilizacion. En el Cuadro 3 se pueden observar los rendimientos

obtenidos para cada grupo de extractos.
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Cuadro 3. Rendimientos de los extractos de diferentes polaridades de hojas y flores.

de Ipomoea murucoides Roem. & Shult.

_ _ Grupo 3: Flores y
Disolvente Grupo 1: Hojas Grupo 2: Flores _
Hojas
Diclorometano 3.93% 4.93 % 6.71 %
Etanol 3.05 % 5.47 % 7.57 %
Agua 4.93 % 3.91% 10.16 %

7.2 Recoleccion y obtencién del veneno de C. limpidus (Karsch, 1879)

Se colectaron 210 ejemplares adultos de Centruroides limpidus, que mediante
estimulacién eléctrica se extrajo su veneno, el cual se recolecté en capilares, que
posteriormente fueron lavados con agua grado HPLC para recuperar el veneno, se
congeld y se liofilizo. La concentracion de proteinas se determind mediante el método

de BCA, obteniendo como resultado un total de 19.84 mg de proteina.

7.3 Evaluaciéon del efecto anti-inflamatorio

Mediante el ensayo de inflamacion de edema plantar por carragenina, se observé que
el veneno produce un efecto inflamatorio significativo. En la Figura 10, se puede
apreciar el efecto inflamatorio producido por el veneno de C. limpidus solo y con la
administracion de los extractos de |. murucoides.

Los extractos acuosos de los grupos de hojas, flores, y la combinacion de flores y
hojas, evaluados por via oral, disminuyen significativamente la inflamacion a partir de
los 30 minutos. El extracto acuoso de las hojas, evaluado por via tépica, no disminuye
significativamente la inflamacion. El extracto etandlico de las hojas evaluado por via

topica disminuye inflamacion significativamente a partir de los 90 min.
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Figura 10. Ensayo de edema plantar que muestra el efecto inflamatorio del veneno de
C. limpidus (Clv) solo y con la aplicacion de los extractos de las hojas de I. murucoides
por via topica (A) y oral (B). Se muestra el efecto de la carragenina al 1% (100 pl) como
control. EA = extracto acuoso, EE = extracto etandlico. *Diferencias significativas

mediante ANOVA de una via seguido de un andlisis de Dunnett (P < 0.05).

Los resultados favorables tras la administracion oral de los extractos acuosos de los

tres grupos evaluados (hojas, flores y combinacion de flores y hojas) concuerdan con
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el uso tradicional que se le da a la planta a través de infusiones de las hojas y flores
para tratar las intoxicaciones por picadura de alacran en la medicina tradicional
mexicana (Leon-Rivera y col., 2017; Meira y col., 2012). Cabe destacar que hasta el
momento no hay ningun estudio cientifico publicado que respalde el uso tradicional de
esta planta en particular para tratar las intoxicaciones por picadura de alacran. En este
sentido, se publico un estudio con otra especie del género Ipomoea, donde se prueban
extractos de Ipomoea asarifolia Roem. & Schult. para neutralizar la inflamacion
inducida por el veneno de Tityus serrulatus, donde la administracion intravenosa de 30
mg/kg un extracto acuoso de las hojas de esta especie disminuyo la inflamacion
producida por el estado de envenenamiento con 0.8 mg/kg de veneno del alacran, por
medio del conteo de leucocitos y algunas interleucinas (IL-6, IL-12 e IL-1lbeta)
extraidas por lavado peritoneal (de Souza-Limay col., 2014).

Por otro lado, el extracto etandlico de las hojas administrado por via topica en pomada
redujo de manera significativa la inflamacion a partir de los 90 min; a pesar de que no
se reporta como uso tradicional la administracion tépica de la planta para tratar la
picadura de alacran, se han estudiado otras plantas del mismo género, como lo es en
un estudio realizado por el grupo de Xavier-Santos y colaboradores (2022) evaluaron
por via topica un gel del extracto hidroetandlico de las hojas de Ipomoea pes-caprae,
gue destaca en la literatura por su uso tradicional para tratar picaduras de cnidarios y
mordeduras de serpientes (Meyray col., 2012), el cual demostré tener resultados anti-
inflamatorios en el ensayo de edema plantar usando como inductor de la inflamacion

el veneno de la serpiente Bothrops erythromelas (Xavier-Santos y col., 2022).

7.4 Evaluacién en ileon aislado de rata

En los ensayos de ileon aislado de rata se utilizaron como control de la contraccion y
relajacion a la acetilcolina y verapamilo, respectivamente. Para esta seccion solo se
ensay0 el extracto acuoso de las hojas de Ipomoea murucoides 1000 pg/ml (EA)
debido a la disponibilidad de especimenes y tiempo. Se puede observar que la adicién

de este extracto no modifico significativamente la actividad de los segmentos de ileon.
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Por otro lado, la aplicacion del veneno de Centruroides limpidus (20 pg/ml) provoco la
relajacion del tono del tejido. Se puede observar que, al evaluar la mezcla de veneno
a la misma dosis, previamente incubado con el extracto acuoso de I. murucoides, se
induce un efecto inhibitorio del tono del tejido que es incluso significativamente mayor
al efecto inducido por el veneno solo (Figura 12). Es importante observar que la
amplitud de las contracciones espontaneas del ileon aumenta en presencia del veneno
de C. limpidus, misma que no se modifica en presencia del extracto acuoso de |.
murucoides (Figura 11).

En un estudio publicado por Zamilpa y col., 2014, evaluaron el veneno de C. limpidus
sobre las contracciones espontaneas de ileon aislado de cobayo, el cual produjo
contracciones en el tejido, y este se inhibi6 al agregar 161.47 pg/ml de un extracto de
baja polaridad de las raices de Aristolochia elegans D. Parodi (Zamilpa y col., 2014).
En otro estudio realizado por Jimenez-Ferrer y col. en 2015 utilizaron 14 ug/mL de
veneno de C. limpidus en ileon asilado de cobayo y reportan que el tejido se mantiene
contraido por 6 a 7 minutos, y esta accion se revierte al agregar extractos de
Aristolochia elegans y Bourvardia ternifolia CAV. 80 y 40 ug/mL respectivamente.

El veneno de C. limpidus contiene toxinas que se unen a los canales de sodio
incrementando la conductancia de iones Na*, lo que produce un aumento en la
excitabilidad del tejido por la liberacion de acetilcolina y otros neurotransmisores que
se observa como un aumento en la amplitud de las contracciones en el tejido (Jimenez-
Ferrer y col., 2005), como se encontrd en los estudios previos con segmentos de ileon
aislados de cobayo (Zamilpa y col., 2014; Jimenez-Ferrer y col., 2005). En este
estudio, también se observé un aumento en la amplitud de las contracciones del tejido,
pero predomind una disminucion en el tono del musculo que fue mas evidente, esto
puede deberse a diferencias interindividuales en la produccion de ciertos componentes
de los venenos de las especies colectadas, ademas de que no se descartan posibles

diferencias entre los tejidos de rata y cobayo.
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Figura 11. Registro de las contracciones de ileon aislado de rata. Controles A:

Acetilcolina (0.003 M) y B: Verapamilo (0.003). Efecto producido por C: Extracto

acuoso (EA) de las hojas de Ipomoea murucoides (1000 pg/ml), D: Veneno de
Centruroides limpidus (20 pg/ml) y E: preincubacion 20 pg/ml de veneno de C. limpidus

con 1000 pg/ml del extracto acuoso de las hojas de I. murucoides.
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Figura 12. Disminucion de la tension en ileon aislado de rata, en presencia de veneno
de C. limpidus (Clv, 20 pg/ml), y de veneno pre-incubado con el extracto acuoso (EA)

de las hojas de I. murucoides (1000 pg/ml). *Diferencias significativas mediante t de

Student (P < 0.05).
7.5 Evaluacion de lainhibicién de la actividad de fosfolipasa Az

Se evalud la actividad fosfolipasa del veneno de Centruroides limpidus, y como se
puede observar en la Figura 13, no cuenta con esta actividad enzimatica de fosfolipasa
A2. Esto era de esperarse debido a que lo que se ha reportado en la literatura es que
las fosfolipasas en este veneno solo se han hallado a nivel transcriptomico, y no como

tal en el proteoma de su veneno (Cid-Uribe, 2017).
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Figura 13. Actividad fosfolipasa del veneno de C. limpidus (sPLA2 Clv) en comparacion

con la actividad de una fosfolipasa del veneno de abeja (SPLA2 veneno de abeja).

Debido a que el veneno de C. limpidus no present6 actividad fosfolipasa Az, no se
realizaron los experimentos en presencia de los extractos de I. murucoides planeados

para esta seccion.

7.6 Evaluacion de lainhibicion de la actividad de hialuronidasa

En primera instancia se evalué la actividad hialuronidasa del veneno de C. limpidus en
comparacion con una hialuronidasa de testiculo bovino (HAasa), como se puede
observar en la Figura 14. La evaluacién de la actividad de hialuronidasa del veneno
mostré una mayor actividad que la hialuronidasa de testiculo bovino empleada como
sustancia de referencia, a partir de la concentracion 10 pg/ml se obtuvo el 100% de

degradacion del acido hialuroénico.
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Figura 14. Actividad de hialuronidasa del veneno de C. limpidus comparada con la

actividad del control positivo de hialuronidasa de testiculo bovino.

Posteriormente se evaluod la inhibicion de la actividad hialuronidasa de los extractos
acuosos y etanolicos de las hojas y flores de I. murucoides a concentraciones de 100,
200 y 500 pg/ml contra el veneno de C. limpidus (5 pg de proteina). En la Figura 15 se
muestran las graficas de los porcentajes de actividad que tuvieron los extractos al

inhibir la hialuronidasa del veneno de C. limpidus.

49



Extracto acuoso de hojas Extracto acuoso de flores Extracto acuoso de hojas y flores

150 150

% Actividad
% Actividad
% Actividad

Extracto etandlico de flores

150 150 150

100

100

% Actividad
% Actividad
% Actividad

&

Figura 15. Inhibicién de la actividad hialuronidasa de los extractos acuoso y etandlicos
de las hojas y flores de I. murucoides contra el veneno de C. limpidus (5 pg proteina).
*Diferencias significativas mediante ANOVA de una via seguido de un analisis de
Dunnett (P < 0.05).

Al evaluar la actividad anti-hialuronidasa de los extractos, se encontrd que el extracto
acuoso de las hojas de I. murucoides reduce de manera significativa la actividad del
veneno, los porcentajes de actividad fueron 94.43 £ 0.51, 81.21 £+ 4.06,y 43.41 + 2.39
a las concentraciones de 100, 200 y 500 pug/ml, respectivamente. El extracto acuoso
de las flores inhibe de manera significativa la actividad enzimética del veneno, siendo
los porcentajes de actividad 96.56 + 0.71, 96.79 = 0.63, y 39.34 + 14.27 a las
concentraciones 100, 200 y 500 pg/ml respectivamente. De manera similar, el extracto
acuoso de las hojas y flores inhibié la actividad enzimatica del veneno de manera
significativa, los porcentajes de actividad fueron 90.87 + 2.57, 90.82 + 2.31y 58.82 +
1.80 a las respectivas concentraciones de 100, 200 y 500 pg/ml.

Los extractos etandlicos de hojas y de flores no presentaron actividad anti-

hialuronidasa sobre el veneno a las concentraciones evaluadas. Por otro lado, el
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extracto combinado de hojas y flores si inhibi6 de manera significativa la actividad
enzimatica del veneno, los porcentajes de actividad fueron 99.46 + 0.34, 57.43 £ 2.94,
y 70.68 = 14.81 a las concentraciones de 100, 200 y 500 pug/ml respectivamente.

Las hialuronidasas son un componente comun en algunos venenos, tienen como
funcion principal degradar el 4cido hialurénico de la matriz extracelular, lo que conlleva
a una mejor distribucion del veneno en los tejidos. Ademas de esta funcién principal,
se ha encontrado que estas enzimas también forman parte del proceso inflamatorio,
ya que los fragmentos de &cido hialurénico de mediano y bajo peso molecular que se
generan tras la accion de estas enzimas tienen propiedades proinflamatorias (Fronza
y col., 2014). Este efecto podria explicar uno de los posibles mecanismos mediante los
cuales los componentes presentes en los extractos acuosos de |I. murucoides podrian
estar generando su efecto anti-inflamatorio sobre el veneno de C. limpidus. Sin
embargo, se requieren mas estudios para comprobar esta relacion entre el efecto de
las hialuronidasas y la inflamacion.

No se encontraron estudios que prueben el potencial anti-hialuronidasa de extractos
de productos naturales contra el veneno de Centruroides limpidus, pero se ha
demostrado que inhibir con anticuerpos la actividad hialuronidasa del veneno Tityus
serrulatus (que también pertenece a la familia Buthidae) disminuye su biodistribucion
en el organismo de la presa (Guerra-Duarte y col., 2019; Olivera-Mendes y col., 2019),
lo cual lo vuelve un blanco molecular interesante para disefiar nuevos antivenenos.
Por otro lado, en un estudio publicado por Pessini y colaboradores (2001) evaluaron
algunos flavonoides y lactonas sesquiterpénicas con una hialuronidasa purificada del
veneno de T. serrulatus, donde encontraron que la centauredina produjo mas del 90%

de inhibicion de la actividad hialuronidasa (50 pg/ml).

Otros investigadores se han dedicado a evaluar la actividad anti-hialuronidasa de otros
productos naturales con venenos de serpientes. Como es el caso de un estudio en el
que evaluan la actividad de la mimosina (alcaloide abundante en Mimosa pudica L.)
contra una hialuronidasa aislada del veneno de Daboia russellii (Shaw & Nodder,

1797) encontrando que su efecto fue de manera dosis dependiente, y abolid la

actividad de la enzima a una concentracion de 24 yM (Mahadeswaraswamy y col.,
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2011). En otro estudio prueban un extracto metandlico de Adrographis paniculata en

combinacion con un antiveneno de serpiente frente al veneno de Naja naja, obteniendo

como resultado hasta un 44% de inhibicion de la hialuronidasa del veneno (200 pug) al

ensayar 400 pg del extracto (Ganesh y col., 2020).
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se encontr6 que el veneno de C. limpidus contiene enzimas con
actividad de hialuronidasa pero no contiene enzimas con actividad de fosfolipasa Ax.
La actividad de hialuronidasa del veneno de C. limpidus se inhibi6 significativamente
por los extractos acuosos de las hojas y flores de |I. murucoides. Dichos extractos
también mostraron la capacidad de inhibir el efecto inflamatorio de edema plantar
producido por el veneno de C. limpidus. Por otro lado, los experimentos con segmentos
de ileon aislados de rata mostraron que el extracto acuoso de |. murucoides modifica
de manera significativa el efecto del veneno sobre las contracciones espontaneas de

los segmentos de ileon.
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